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 論文内容要'旨
 生物試料の微細構造は,そ爾試料作成方法によって変化を来たすので,最近はより多元的な観
 察方法が要求され,より生理的に近い状態での微細構造観察が期待されるようになって来た。更
 に組織細胞化学分野においては,生物試料の微細構造保存と生活機能保存の全く相反する要素を
 同時に満たす事が要求されている。これ等の目的のために.,Bernhard等によって開発された
 凍結超薄切片法が,最近本邦でも関心が高まりつつあり,著者もラット網膜の凍結超薄切片を作
 成し電顕的に観察した。実験材料は成熟ウイスタ一系ラットの剥離及び非剥離網膜を用い,細切
 後,2,5%グルタールアルデヒドで40分間の前固定を行なった。固定後,0.2Mカコジル酸ナ
 トリウム緩衝液で洗滌し,一部は37℃に融解した20%ゼラチン内に浸漬後冷却して包埋し,
 一部はそのまま緩衝液内に保存したものを試料として用いた。試料は出来る丈細切し,種々の濃
 度のグリセリン水溶液を用いて凍結前処理を行なった。低濃度グリセリン処理の試料は液体窒素
 で冷却されたisopentane内で迅速凍結を行なったが,30%グリセリン処理のものは直接液
 体窒素内で凍結固定を行なった。薄切にはLKB社製Cryo-ultramicrotomeを用い,操
 作中のOryo-Kitの冷却は液体窒素を用い,試料温度,ナイフ温度を種々の条件で検討した。
 薄切された凍結切片を・2%燐タングステン酸(PTA)・4%硅タングステン酸(ST),1
 %酢酸ウラン水溶液(UA)でネガティブ染色し,電顕的に観察した。微細構造保存の立場から
 凍結超薄切片法の最大の問題点は組織内にicecrystalformation(1'GF)を作り易い
 事で,その原因は組織の凍結及び融解速度が小さいためとされ,今回も迅速凍結に際して凍結剤
 に直接に接触しているブロック表面では10Fは形成され難く,ある深さになって出現し始め深部
 になる程増大していった。その距離は剥離網膜の場合,ブロック表面より40μ程度であった。
 一方,凍結切片が融解時に形成されると思われるIGFは部位に関係なく比較的均一の大きさで
 あった。網膜視細胞では細胞間の接着が特殊な形態をとり極めて弱いため,ゼラチン包埋を行な
 った試料では外節でも細胞配列が良く保たれていたが,緩衝液内に保存しておいた試料では,薄
 切の方向によっては視細胞外節は遊離細胞の如く散開してしまった。しかしながら,この両者共,
 PTA及びSTによる染色性は良好で視細胞外節の1amellarmembraneはnegative
ロ
 imageで観察され,その各々のunitmembraneは約50Aのglobularparticleが
 一列に連って観察され,明らかなgranularityを示していた。視細胞内節においては,PT
 A染色ではmitochondriamembrane,neurotubulesがnegativeimageで確認
 出来た。一方UAを用いネガティブ染色を行なって得た所見は,網膜色素上皮では,cell
 membrane,nuclearenvelope,及びmitochondriamembrane等の膜成分はPT
 、一267一
 A染色同様にnegativeimageで観察されたが,chromatinはheterochromatin,
 euchromatinとpositlveimageで鑑別出来た。更に一層の低電子膜に囲まれたlyso-
 someが高電子密度の無構造物として観察出来た。視細胞内節myoidの部では1低電子密度に
ロロ
 浮きぼりされた膜成分の他に,胞体全体に100Aから500～600A位の輪状ないし頼粒状.
 構造物が観察されたが,その小さなものはribosomeの可能性があり,又部位的にも多くは
 glycogengranuleに相当する可能性もあろうが,今回の所見のみでは同定がやや困難でも
 ある。外境界膜では,視細胞とM顎lercellprocessとの間のzonulaadherensが
 高電子密度で観察された。外網状層ではpostsynapticprocess及びMmlercell
 processの膜成分がnegativeimageで複雑に入り組んでおり,その間隙をmyoidの部
 と同様の輪状ないし穎粒状構造物が埋めている。このようにPTA染色では良く観察出来なかっ
 た細胞内小器官がUAによるnega,tive染色で一段と観察が容易になった。ネガティブ染色法
 の理論からすると,UAはむしろPTA,ST等1と比べて染色性が低下しており,膜成分を観察
 対象としている場合にはPTA,ST等を用いた方が良いと思われる。しかしながら,細胞内成
 分を本法で観察するにはUAによるネガティブ染色に加えて,従来のポジティング染色又は他の
 染色法等で更に検討を加える価値はありそうである。
 塚上,凍結超薄切片法によってrat網膜を電顕的に観察し,化学的脱水過程を全く経過しな
 い本法が今後,網膜の細胞膜レベル及び細胞内小器管レベルでの形態学的,組織細胞化学的研究へ
 の応用が可能である事を示唆した。
 一268一
 審査結果の要旨
 生物組織の微細構造を生理的状態に近い条件で観察することは,生物物理化学の要求する基本
 である。また,組織細胞化学の分野でも反応物質を有機溶媒に不溶な状態で電子顕微鏡で観察す
 ることが最終目標とされている。凍結超薄切片法はこれらの要求をかなり満足する方法として近
 年注目されているが,網膜はその組織の特徴として良好な超薄切片を作製することは困難で,未
 だ上記の要求が満されるに足る報告がない。そこで著者はラット網膜の凍結超薄切片作製法につ
 いて種々検討を行った。本研究は2分に分れ,その前半は
 L網膜視細胞についてである。本実験では網膜中細切片をグルタールアルデヒド前固定後1
 部はカコジル酸ナトリウム緩衝液中に保存し,他の1部は20%ゼラチン内に包埋し,それ等の
 微細構造を比較した。試料は種々の濃度のグリセリン液で凍結前処理し,LlKB製cryo-
 ultramicr・t・meで超薄切片とした。この間,試料,試料室,ナイフ温度を種々の条件で検討
 した。また凍結切片の染色性を燐タングステン酸(PTA),硅タングステン酸(ST)で比較
 した。その結果,特に網膜では組織内icecrystalformation(IGF)が出来ることが最
 大の問題点であることが分った。すなわち,試料表面ではIGFは形成され難く,深くなるにつ
 れて大きくなる。また凍結切片の融解時に形成されるIGFは深さと無関係に均一の大きさであ
 ることが分った。ゼラチン包埋により,外節の細胞配列がよく保たれていた。染色性はPTA,
ロ
 ST共に良好な成績を示し,外節の層板構造は陰性像としてみられ,50A前後のglobular
 particieの連続として観察された。内節のミトコンドリア膜,neurotublesも陰性像として
 みられた。
 後半の研究は
 2.網膜外層についてである。この実験では,ゼラチン包埋を省き,30%グリセリン前処理後,
 迅速凍結し,超薄切片は酢酸ウラン(UA)で染色し,視細胞を除いた網膜外層を観察した。そ
 の結果,色素上皮細胞の基底膜を除く細胞膜および細胞内小器官の膜は陰性像で観察され,核膜
 も2層の陰性像として認められたが,クロマチンは陽性像としてみられた。1ysosomeは一層の
 低電子膜で囲まれた高電子物としてみられた。内節ミオィドも膜成分は陰性像であるが,zonula
 adherensは高電子密度に観察された。視細胞の'』・器官はミトコンドリア,sERを除き同定困
 難であった。外網状層のめostsynゴpticprocessおよびミューラ細胞突起の膜成分は陰性像.
 であった。.またUA染色法は細胞内成分の観察に適している様に思えた。
 以上のごとく,本研究は,凍結超薄切片法を網膜に適用する場合の基本的問題につき種々検討
 を加えると共に,網膜外層の微細構造を初めて観察可能な状態にまで方法を改善し,将来,網膜
 の生理的微細構造および組織化学への応用への可能性を開拓した点に意義と価値が認められる。
 よって本論文は医学博士の学位を授与するに価すると判定する。
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